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Koncentrationsbestemmelse
vha. spektrofotometer

Formal
At afprove en metode til at bestemme koncentrationen af et farvestof vha. spektrofotometer.

Baggrund

I Bioteknologi 2, side 13, kan I se hvordan man kan bruge et spektrofotometer til at bestemme
koncentrationen af celler i en cellekultur.

Man benytter imidlertid ogsa ofte et spektrofotometer til at bestemme koncentrationen af stoffer
i oplesning. Det geelder fx ved mange analyser hvor der sker en farvereaktion, som er proporti-
onal med koncentrationen af et bestemt stof. Andre eksempler er forseg hvor man felger en en-
zymatisk reaktion som fremkalder et farveskift, eller bestemmelse af koncentrationen af prote-
in ved 280 nm, se Kromatografi, Tema 4, Link 2. Tilsvarende absorberer DNA ultraviolet lys ved
260 nm pga. molekylets puriner og pyrimidiner.

Dette forsog viser princippet i en koncentrationsmaling vha. et farvestof eller en farvet oples-
ning af et kemikalie fra kemilaboratoriet.

Ud fra en oplesning med en kendt koncentration af det pageeldende stof, stamoplesningen, la-
ver man en fortyndingsraekke, sa man har stoffet i en raekke kendte koncentrationer.

Ved at méle absorbansen af fortyndingerne kan man lave en standardkurve, dvs. en kurve der
viser ssmmenheaengen mellem absorbans og koncentration.

Nar man herefter maler absorbansen af en oplesning af stoffet med en ukendt koncentration,
kan man afleese oplesningens koncentration pa standardkurven.

Materialer

* Stamoplesning med en kendt koncentration af et kemikalie fra kemilaboratoriet (udleveres
af leereren).

e Stativ med 5 reagensglas meerket 1,2, 3,4, 5

e 7 kuvetter meerket 0, 1, 2, 3, 4, 5, prove. Skriv ikke pa kuvetterne, men seet dem pa en reekke
pa et stykke papir og skriv pa dette.

* 5mL pipette med spidser

* Spektrofotometer

* Prove med ukendt koncentration af det valgte kemikalie (udleveres af leereren).

Fremgangsmade
Fremstilling af fortyndingsraekke

1. Afpipettér 5 mL demineraliseret vand i reagensglassene 1-4.

2. Afpipettér 2 mL demineraliseret vand i kuvette 0. Dette er referencekuvetten (blank) som
bruges til at nulstille spektrofotometret.

3. Afpipettér 5 mL stamoplesning til reagensglas 5.
4. Afpipettér 3 mL stamoplesning i kuvette 5.

5. Afpipettér 5 mL stamoplesning til reagensglas 4. Opbland indholdet af reagensglasset med
pipetten.

6. Kassér pipettespidsen og paseaet en ny.
7. Overfor 3 mL fra reagensglas 4 til kuvette 4.
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8. Overfor 5 mL fra reagensglas 4 til reagensglas 3. Opbland.

9. Kassér pipettespidsen og paseet en ny.

10. Overfor 3 mL fra reagensglas 3 til kuvette 3.

11. Overfor 5 mL fra reagensglas 3 til reagensglas 2. Opbland og kassér pipettespidsen.
12. Overfor 3 mL fra reagensglas 2 til kuvette 2.

13. Overfor 5 mL fra reagensglas 2 til reagensglas 1. Opbland og kassér pipettespidsen.
14. Overfor 3 mL fra reagensglas 1 til kuvette 1.

15. For hver fortynding er koncentrationen halveret. Beregn koncentrationerne ud fra stamop-
losningens koncentration, og skriv dem i resultatskemaet.

Valg af bolgelaengde
16. Seet kuvette 0, referencekuvetten, i spektrofotometret og nulstil.

17.Seet en af kuvetterne i spektrofotometret og lad det vise et absorbtionsspektrum for
kemikaliet.

18. Find absorbtionsspektrets toppunkter, dvs. de bolgeleengder hvor absorbansen er storst.
19. Veelg et af toppunkterne som den belgeleengde du maler ved. Noter belgeleengden.

Denne bolgeleengde vil give det storste udslag og dermed den sikreste bestemmelse. I nog-

le analyser vil andre stoffer ogsa absorbere lys ved bestemte bolgeleengder. Hvis disse stoffers
koncentration eendrer sig gennem forsoget, vil det veere en fejlkilde ved malingerne, og man ma
evt. veelge en anden belgeleengde.

Fremstilling af standardkurve

20. Mél absorbansen ved den valgte belgeleengde for hver af fortyndingerne. Noter resultaterne
i resultatskemaet.

Kemikalie: Bolgelaengde:
Glas 1 2 3 4 5 6
Koncentration
Absorbans

Figur 1. Resultatskema.

21.Lav et diagram som viser absorbansen ved som funktion af koncentrationen.

22.Lav en tendenslinie gennem malepunkterne. Den bor ga igennem (0,0). Tendenslinien
omtales standardkurven.

23. Hvis du bruger regneark, sa seet flueben ved vis ligning i diagram. Hermed far du ligningen
for standardkurven.

Mailing af en ukendt prove
1. Din leerer udleverer en prove af det valgte kemikalie med en ukendt koncentration.

2. Sammenlign med din fortyndingsraekke. Hvor hgj vil du visuelt bedemme koncentrationen
til at veere?
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Seet en kuvette med demineraliseret vand i spektrofotometret og nulstil.
Seet den ukendte prove i spektrofotometret og mal absorbansen ved den valgte belgeleengde.

Find den malte absorbans pa diagrammets y-akse og aflees hvilken koncentration af stoffet
der giver denne absorbans.

Stemte det overens med din visuelle bedemmelse?

Indseet den malte absorbans som y-veerdi i ligningen for standardkurven og beregn koncen-
trationen matematisk.

Er der overensstemmelse?

Diskutér forskellige anvendelser af metoden.

Noter

Man kan lave fortyndingsraekker pa flere mader. Her er vist en made hvor man halverer
koncentrationen for hver fortynding. Ofte laver man en 10-folds fortynding, dvs. en fortyn-
dingsraekke hvor stoffet fortyndes 10 gange for hvert trin. Det gor man ved at afpipettere 9
mL vand i hvert reagensglas og overfore 1 mL fra glas til glas.

En 10-fold fortynding er meget nyttig nar man er usikker pa hvilket niveau man kommer til
at male ved. Nar man finder ud af om man bevaeeger sig ved de laveste eller de hojeste for-
tyndinger laves en ny fortyndingsraekke i det aktuelle omrdde. Denne fortyndingsraekke vil
typisk vere en 2-folds fortynding, som den der er gengivet i forseget.

Man ber af principielle grunde lave dobbeltbestemmelse nar man laver en standardkurve.
Dvs. at man laver to fortyndingsraekker.

Sammenhaengen mellem koncentration og absorbans er linezer ved lavere koncentrationer.
Ved hojere koncentrationer vil lysets refleksion give et andet menster. Derfor ber prover som
giver en absorbans pa over 1,000 fortyndes for maling.

Nér man maler pa mikroorganismer som udferer en proces, vil mediet ofte aendre absorbans
gennem forseget, fx fordi bestemte stoffer forbruges, eller der dannes affaldsstoffer. Derfor
ma man nulstille med mediet, som det er nar man tager proven. Det gores ved at filtrere lidt
af kulturen gennem et engangs-sterilfilter, som kan monteres pa en engangssprojte.



